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論文内容要旨
 近年最も注目を集めている生理活性物質のひとつである一酸化窒素(NO)は,生体内で血管
 拡張作用以外にも炎症反応や動脈硬化などとの関連において,多用な役割を果たしていることが
 明らかになっている。また,これまでの研究により血管内皮細胞では化学的刺激や物理的刺激
 (メカニカルストレス)によって細胞内カルシウム濃度の上昇を介したNO産生が促進されるこ
 とが知られている。
 一方で,超音波の照射が血管内皮細胞に与える影響については過去に数例の報告があるのみで
 詳細は明らかになっていないが,生体内を粗密波として伝搬する際に細胞に対してメカニカルス
 トレスとして作用する可能性が考えられる。生体組織に障害を与えないような微弱な超音波を照
 射することで血管内皮細胞における局所的なNO産生をコントロールすることが可能になれば,
 特に循環器領域において新たな治療法の開発につながることが期待される。このような背景かち,
 微弱超音波の照射が血管内皮細胞の細胞内カルシウム濃度とNO産生量に与える影響を,培養
 ウシ血管内皮細胞を用いて検討した。
 はじめに,細胞内カルシウム濃度の変化を測定するため,カルシウムイオンに反応する蛍光色
 素であるCalciumgreen-1AMを培養ウシ血管内皮細胞6例に30分間負荷して観察をおこなっ
 た。この細胞に微弱超音波を1分間照射して共焦点レーザー顕微鏡で蛍光強度の変化を測定した
 ところ,超音波の照射に一致して一過性の細胞内カルシウム濃度の上昇が認められた。
 次に,血管内皮細胞におけるNO産生量の変化を測定するため,同様の手順でNOに反応す
 る蛍光色素であるDAF-2DAを内皮細胞に30分間負荷した。試料を無作為に対照群,超音波照
 射群(1分),超音波照射群(30分),超音波照射群(120分)に割り付け,超音波照射群(1分)
 5例,超音波照射群(30分)6例および超音波照射群(120分)6例にそれぞれ1分間,30分
 間,120分間の微弱超音波の照射をおこなった。共焦点レーザー顕微鏡で蛍光強度を測定し,対
 照群9例と各超音波照射群における平均蛍光強度の比較をおこなったところ,超音波照射群(30
 分)および超音波照射群(120分)で蛍光強度の上昇が認められた。
 以上の結果は,従来研究されてきたシェアストレスや伸展刺激などのメカニカルストレスによ
 るNO産生と共通する点が多く,生体組織に障害を与えないような微弱なレベルの超音波を血
 管内皮細胞に照射することで,細胞内カルシウム濃度の上昇およびNOの産生が促進される可
 能性が示唆された。
 今後,研究をすすめることで閉塞性動脈硬化症や膠原病などによる末梢循環障害,あるいは動脈
 硬化性疾患における内皮機能の改善,さらには虚血性心疾患や原発性肺高血圧症の治療など,局所
 的なNO産生のコントロールを利用した全く新しい治療法の開発につながることが期待される。
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 審査結果の要旨
 近年最も注目を集めている生理活性物質のひとつである一酸化窒素(NO)は,生体内で血管
 拡張作用以外にも炎症反応や動脈硬化などとの関連において,多用な役割を果たしていることが
 明らかになっている。また,これまでの研究により血管内皮細胞では化学的刺激や物理的刺激
 (メカニカルストレス)によって細胞内カルシウム濃度の上昇を介したNO産生が促進されるこ
 とが知られている。
 一方で,超音波の照射が血管内皮細胞に与える影響については過去に数例の報告があるのみで
 詳細は明らかになっていないが,生体内を粗密波として伝搬する際に細胞に対してメカニカルス
 トレスとして作用する可能性が考えられる。生体組織に障害を与えないような微弱な超音波を照
 射することで血管内皮細胞における局所的なNO産生をコントロールすることが可能になれば,
 特に循環器領域において新たな治療法の開発につながることが期待される。このような背景から,
 培養ウシ血管内皮細胞を用いて微弱超音波の照射が血管内皮細胞の細胞内カルシウム濃度とNO
 産生量に与える影響を検討した。
 はじめに,細胞内カルシウム濃度の変化を測定するため,カルシウムイオンに反応する蛍光色
 素であるCalciumgreen-1AMを培養ウシ血管内皮細胞6例に30分間負荷して観察をおこなっ
 た。この細胞に微弱超音波を1分間照射して共焦点レーザー顕微鏡で蛍光強度の変化を測定した
 ところ,超音波の照射に一致して一過性の細胞内カルシウム濃度の上昇が認められた。次に,血
 管内皮細胞におけるNO産生量の変化を測定するため,同様の手順でNOに反応する蛍光色素
 であるDAR2DAを内皮細胞に30分間負荷した。試料を無作為に対照群,超音波照射群(1分,
 30分,120分)に割り付け,超音波照射群(1分)5例,超音波照射群(30分)6例および超
 音波照射群(120分)6例にそれぞれ1分間,30分間,120分間の微弱超音波の照射をおこなっ
 た。照射後に共焦点レーザー顕微鏡で蛍光強度を測定し,対照群9例と各超音波照射群における
 平均蛍光強度の比較をおこなったところ,超音波照射群(30分)および超音波照射群(120分)
 で蛍光強度の上昇が認められた。
 また,120分間の微弱超音波の照射後に培養液中のLDH値を測定したところLDH値は対照
 群と差がなく,微弱超音波の照射が細胞に致死的な影響を与えないことが確認された。
 以上の結果は,従来研究されてきたメカニカルストレスによるNO産生と共通する点が多く,
 生体組織に障害を与えないような微弱なレベルの超音波を血管内皮細胞に照射することで,細胞
 内カルシウム濃度の上昇およびNOの産生が促進される可能性が示唆された。
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